Efectos pleiotrépicos de las estatinas

Las estatinas como antioxidantes
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La produccién local exagerada de especies
reactivas de oxigeno, especialmente de aniones
superoéxido, es un mecanismo importante que
subyace al desarrollo aterosclerético. Como
consecuencia de este incremento del estrés
oxidativo, la posibilidad de oxidacién de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) aumenta y
éstas, a su vez, son capaces de estimular las
enzimas implicadas en la produccién de radicales
libres, creandose un circulo vicioso. Numerosos
estudios realizados con inhibidores de la HMG-
CoA reductasa, o estatinas, han demostrado la
eficacia de estos farmacos para disminuir la
morbimortalidad cardiovascular. Este efecto
beneficioso no sélo es debido a sus efectos
reductores en la sintesis del colesterol, sino
también a acciones pleiotrépicas, entre las que
podemos mencionar su efecto antioxidante. Las
estatinas inhiben la produccién de aniones
superoéxido por los macréfagos y células
endoteliales, ademés de actuar sobre las enzimas y
los agentes de la regulacion rédox. Asi, las estatinas
podrian disminuir la expresién y la actividad de la
NAD(P)H oxidasa, reducir las ubicinonas, enzimas
implicadas en el transporte mitocondrial de
electrones, aumentar la actividad de las enzimas
antioxidantes y la 6xido nitrico sintasa. Por ello,
los efectos antioxidantes de las estatinas podrian
contribuir a su eficacia clinica en el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares, asi como en otras
situaciones asociadas a un incremento en el estrés
oxidativo.
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STATINS AS ANTI-OXIDANTS

Excessive local production of reactive oxygen
species, especially superoxide anions, is an
important mechanism underlying the development
of atherosclerosis. As a consequence of this
increase in oxidative stress, the possibility of low-
density lipoprotein (LDL) oxidation increases, and
LDL in turn are able to stimulate the enzymes
involved in the production of free radicals, creating
a vicious circle. Numerous studies performed with
HMG-CoA reductase inhibitors, or statins, have
demonstrated the efficacy of these drugs in
reducing cardiovascular morbidity and mortality.
This beneficial effect is due not only to their ability
to reduce cholesterol synthesis but also to their
pleiotropic effects, among which is their anti-
oxidant effect. Statins inhibit superoxide anion
production by macrophages and endothelial cells,
in addition to acting on enzymes and redox
regulation agents. Thus, statins could decrease the
expression and activity of NAD(P)H-oxidase,
reduce ubiquinones, the enzymes involved in
mitochondrial electron transport, and increase the
activity of anti-oxidant enzymes and nitric oxide
synthase. Therefore, the anti-oxidant effects of
statins could contribute to their clinical efficacy on
treatment of cardiovascular diseases, as well as
that of other processes associated with an increase
in oxidative stress.
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Estrés oxidativo y especies reactivas de oxigeno

El estrés oxidativo se produce como consecuen-
cia de la alteracion del equilibrio entre agentes con
actividad oxidante y agentes antioxidantes; este de-
sequilibrio puede ser debido a un aumento de la
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Figura 1. Formaci6n de especies reactivas de oxigeno, nitrége-
no y cloro. NAD(P)Hox: dinucleétido de adenina nicotinamida
fosforilado reducido; COX: ciclooxigenasa; LOX: lipooxigena-
sa; SOD: super6xido dismutasa; MPO: mieloperoxidasa; NOSe:
6xido nitrico sintasa endotelial; CAT: catalasa; GSHPx: gluta-
tion peroxidasa; GSHRed: glutation reductasa.

produccién de especies oxidantes, a una deficien-
cia de agentes antioxidantes o a una conjuncién de
ambas circunstancias. El estrés oxidativo inducido
por las llamadas especies reactivas de oxigeno
(ERO) desempeiia un papel principal en la fisiopa-
tologia de diversos procesos, como la aterosclero-
sis, la hipertension, la diabetes o las enfermedades
neurodegenerativas', Las ERO son radicales li-
bres, iones 0 moléculas que proceden de modifica-

ciones del oxigeno molecular y/o algunas de sus
combinaciones. Asimismo, hay especies reactivas
derivadas del nitrégeno, el cloro, los lipidos, etc.,
que pueden ser radicales libres, iones o moléculas
y que se producen como consecuencia de la combi-
nacién de los ERO con estos elementos y compo-
nentes (fig. 1).

El oxigeno es necesario para mantener las fun-
ciones vitales, ya que la energia necesaria para el
metabolismo celular se obtiene con la respiracion.
Sin embargo, el oxigeno es un elemento muy reac-
tivo, capaz de alterar las macromoléculas biol6gi-
cas a través de su reduccién incompleta. Esta mo-
lécula tiene dos electrones desaparejados en los
orbitales moleculares més externos, es bastante es-
table quimicamente, pero puede ser reducido por
cuatro transferencias sucesivas de un electrén. A
este proceso se le denomina reduccién univalente
del oxigeno. Las principales formas de las ERO son
las siguientes: anién superéxido (‘0,7), peréxido de
hidrégeno (H,0,), radical hidroxilo (OH), oxigeno
singlete (10,), 6xido nitrico (NO) y anién peroxini-
trito (ONOO") (tabla 1).

La cadena de trasporte electrénico mitocondrial
es la principal fuente de ERO y esta formada por
una serie de enzimas cuyas actividades se acoplan
para oxidar los componentes principales de las ma-
cromoléculas biolGgicas (hidratos de carbono, lipi-
dos, proteinas y acidos nucleicos), generando ATP
en un proceso conocido como fosforilacién oxidati-
va. El aceptor final de electrones es el oxigeno, que
es reducido a agua durante el proceso (fig. 2).

Las principales enzimas productoras de ERO
son la xantina oxidasa (XO) y la NAD(P)H oxidasa.
La XO es una enzima citosdlica que genera ‘O,” y
H,0, durante la oxidacién de hipoxantina a xanti-

Tabla 1. Principales especies reactivas de oxigeno y nitrégeno en los sistemas biologicos

Especies reactivas Férmula Acciones
Radicales libres
Radical superéxido 0, Inactiva al NO, altera la transcripcion génica y proteinica, accién
proinflamatoria, dafio endotelial, aumento de permeabilidad capilar
Radical hidroxilo ‘OH Es la ERO mas reactiva y dafiina
) Peroxidacion lipidica y nitracién de ciertos aminoacidos
Oxido nitrico o monéxido
de nitr6geno ‘NO Vasodilatador, antiagregante plaquetario, inhibe la proliferacién del masculo
liso vascular y la adhesién de monocitos y leucocitos al endotelio
Especies no radicales
Oxigeno singlete '0, Implicado en la peroxidacién lipidica
Papel bactericida en la respuesta inflamatoria
Peréxido de hidrégeno H,0, Inactiva algunas enzimas e interacciona con cationes metalicos (Fe*?) para
generar el radical mas destructor, el radical hidroxilo
Peroxinitrito ONOO- Reaccién del NO con ‘0, Implicado en la peroxidacién lipidica, activaciéon

de metaloproteasas, activaciéon y amplificacién de procesos
proinflamatorios, entre otros.
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na producida durante el metabolismo de las puri-
nas. En condiciones normales acttia como deshi-
drogenasa, pero en situaciones de hipoxia pasa a
X0 y emplea oxigeno molecular como aceptor de
electrones®, produciendo xantina, ‘0,” y H,0,. La
NAD(P)H oxidasa es una enzima descubierta ini-
cialmente en células fagociticas (neutréfilos, eosi-
néfilos y monocitos/macréfagos) que cataliza la re-
accion de transferencia de un e desde el cofactor
NAD(P)H hasta el oxigeno para generar O,~. En los
ultimos afios se ha descubierto que esta enzima
también estd presente en diversos tipos celulares,
como el endotelio, las plaquetas, las CMLY, los fi-
broblastos, los cardiomiocitos, las células mesan-
giales y el cuerpo carotideo®3. La NAD(P)H oxidasa
vascular utiliza como sustrato tanto el NADH
como el NAD(P)H, a diferencia de la fagocitica,
que solo utiliza el cofactor fosforilado. Se encuen-
tra activada de forma constitutiva, al contrario que
la fagocitica, que se activa al desencadenarse la ex-
plosion respiratoria. La NAD(P)H oxidasa presente
en las células endoteliales esta formada por distin-
tas subunidades, como p22phox, gp91phox,
p67phox y p47phox’. En concreto, la subunidad
p22phox es importante, ya que sin su participacién
la actividad de la NAD(P)H oxidasa estaria anula-
da. En condiciones fisiopatoldgicas, como la arte-
riosclerosis o la hipertensién, se produce un au-
mento de la expresion de NAD(P)H oxidasa
inducido por factores hemodindmicos y humora-
les. Entre éstos cabe destacar la angiotensina II'°,
la aldosterona!!, algunas citocinas como el TNF-o y
el INF-y'213, la glucosa'* y otros factores como las
lipoproteinas de baja densidad (LDL).

Las células del organismo estan constantemente
expuestas a las especies reactivas que inducen una

serie de danos celulares y moleculares. El organis-
mo dispone de mecanismos de defensa antioxidan-
te que actiian evitando la formacién de ERO, neu-
tralizdndolos o facilitando la reparacién del dano
inducido. Estos antioxidantes pueden ser enzimati-
cos 0 no enzimaticos®. Entre los antioxidantes en-
zimaticos cabe destacar la superéxido dismutasa
(SOD), la glutatién peroxidasa (GPx) y la catalasa.
La SOD constituye la primera linea de defensa en-
zimatica frente a la produccién de aniones supero-
xido intracelulares y la mayor actividad se encuen-
tra en el higado, seguida del rifién, el cerebro, la
glandula adrenal y el corazén. La GPx cataliza la
reduccién del H,0, y los hidroperéxidos organicos
a H,0 y alcohol, respectivamente, usando glutatién
reducido (GSH) como donante de electrones y su
actividad es alta en el higado y los eritrocitos. La
catalasa cataliza la descomposicién de H,0, a H,0.
Se localiza principalmente en los peroxisomas y su
distribucién tisular es similar a la de SOD. En el
grupo de antioxidantes no enzimaticos hay que
destacar el glutatién (GSH), la vitamina E, la vita-
mina C, los carotenoides y los flavonoides, aunque
también cabe incluir en este grupo a la albimina,
la ceruloplasmina y la ferritina. El GSH esta for-
mado por tres aminoécidos: glutdmico, cisteina y
glicina. El grupo tiol de la cisteina le confiere capa-
cidad para intervenir en reacciones rédox. Es el
principal antioxidante celular y reacciona directa-
mente con los radicales libres, o bien por medio de
la GPx. Su concentracion es muy elevada en el hi-
gado y es éste el 6rgano mas importante que parti-
cipa en la regulacién del metabolismo rédox. La vi-
tamina E pertenece a una familia de compuestos
fendlicos altamente lipofilicos, por lo que tienden a
concentrarse en las membranas biolégicas y en las
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lipoproteinas plasmaticas, especialmente en la
membrana mitocondrial interna, y desempefian un
papel fundamental en la proteccién frente a peroxi-
dacion lipidica de las membranas celulares. Se en-
cuentra en el higado, el corazon, el pulmén y el te-
jido adiposo, especialmente en el tejido adiposo
pardo. A diferencia de la vitamina E, la vitamina C
o acido ascérbico es una molécula hidrosoluble
presente en el citoplasma de las células y en el flui-
do extracelular. Aunque puede interaccionar direc-
tamente con los radicales ‘0,”y ‘OH, parece que su
principal funcién es participar en el reciclaje de la
vitamina E. En determinadas condiciones puede
actuar como prooxidante in vitro. Los carotenoides
son colorantes naturales (tomate, zanahoria) capa-
ces de neutralizar al '0,y de inhibir la peroxida-
cién lipidica. Los flavonoides son un grupo de an-
tioxidantes polifendlicos presentes en frutas, ver-
duras y bebidas, como el vino, que son capaces de
reaccionar con radicales peroxilos, ‘0,”y ‘OH para
a su neutralizacion.

Participacion del proceso oxidativo en el
desarrollo aterosclerético y en la enfermedad
vascular

En los dltimos afios se ha enfatizado el papel del
estrés oxidativo en el desarrollo y el mantenimien-
to de la aterosclerosis. La aterosclerosis es un pro-
ceso complejo y multifactorial que se caracteriza
por la acumulacién de LDL en la subintima, la in-
filtracién de células mononucleadas (monocito/ma-
crofagos), la proliferacion de CMLY, el depdsito de
matriz extracelular y la presencia de un proceso in-
flamatorio crénico'®'. Las alteraciones del balance
entre agentes oxidantes y agentes antioxidantes se
asocia con una produccién incontrolada de ERO,
principalmente de ani6én superéxido®®. La hiperco-
lesterolemia estd asociada a un aumento en la pro-
duccién de aniones superéxido a través del com-
plejo  enzimatico NADH/NAD(P)H  oxidasa
vascular’. En etapas tempranas del desarrollo ate-
rosclerético, este aumento procede principalmente
del endotelio, pero en etapas mas avanzadas la pro-
duccién de ERO procede sobre todo de las células
musculares lisas y de los macréfagos'. Como con-
secuencia del aumento de la actividad se produce
una rapida oxidacién del NO, que conduce a la re-
duccién de su disponibilidad. Un aumento del es-
trés oxidativo, consecuencia de la estimulacién de
las enzimas que median su formacién o de la acti-
vacion de células inflamatorias de la pared vascu-
lar, se ha observado en la hipercolesterolemia, tan-
to clinica como experimental?®?!. El posible papel
de un aumento del estrés oxidativo en la disfuncién
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endotelial se confirma con la observacién de que la
infusién de vitamina C acttia como inactivador del
‘0,7, y mejora la relajacién dependiente de endote-
lio en pacientes con enfermedad coronaria?. Este
efecto parece ser debido, en parte, a la prevencién
de la rdpida degradacién del NO por los radicales
de oxigeno®. Ademas, tanto los aniones super6xido
como el propio ONOO- pueden iniciar la oxidacién
de las LDL, una vez que éstas han quedado atrapa-
das en el espacio subendotelial®*. Numerosos estu-
dios han demostrado que las LDL oxidadas son
uno de los factores principales para el desarrollo
del proceso aterogénico. La concentracién elevada
de LDL oxidadas esté bien establecida en pacientes
hipercolesterolémicos?, diabéticos?® y con cardio-
patias?’. Avalan estos hechos in vivo la presencia de
LDL oxidadas en placas ateroscleréticas huma-
nas®, asi como la mayor cantidad de anticuerpos
anti-LDL oxidadas en la sangre de pacientes con
aterosclerosis?. Las LDL oxidadas presentan multi-
ples efectos en la pared vascular que aceleran el
proceso hacia la lesién aterotrombdética avanzada,
ya que son citotéxicas, facilitan la creacion de un
estado procoagulante a través de la induccién de la
expresion de factor tisular y del inhibidor del acti-
vador del plasminégeno tipo 1 (PAI-1) e inhiben la
produccién de NO***, La modificacién de las LDL
acumuladas en el espacio subendotelial no sélo
serd activada por la oxidaci6n a través de las ERO,
sino también por la accién de otras enzimas pre-
sentes en la pared arterial arteriosclerética, como
las fosfolipasas y las mioloperoxidasas, o por pro-
cesos como la glucosilacién en el caso de la diabe-
tes®.

El aumento de la formacién de radicales libres
oxidantes, inducido por la acumulacién de formas
lipidicas degradadas presentes en las propias LDL
oxidadas no sélo facilita la lesion estructural de di-
versos constituyentes celulares, sino que modifica
la actividad transcripcional de diversos factores,
como el NF-kB o AP-1, asociados al proceso infla-
matorio. La activacién del NF-kB parece ser clave
en el desarrollo de las complicaciones de la lesién
aterosclerdtica y, en general, en la aparicion de epi-
sodios cardiovasculares (fig. 3). Numerosos estimu-
los activan el NF-kB, entre ellos, el estrés oxidativo,
el estrés mecénico, las protefnas de activacién de
membrana, etc. El NF-xB promueve la expresion de
un gran ndamero de genes implicados en el desarro-
llo de las placas ateroscleréticas humanas, como las
metaloproteinasas de la matriz (MMP), el PAI-1, las
moléculas de adhesion (VCAM-1, selectina-E) y las
citocinas (IL-1, IL-2 e IL-6), que participan de ma-
nera activa en la progresion y las complicaciones de
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la aterosclerosis (fig. 4). De esta forma, el estrés oxi-
dativo y las LDL oxidadas se pueden considerar un
nexo entre la formacién del depésito lipidico atero-
matoso y la induccién de la lesién inflamatoria que
facilita el desarrollo de la placa®.

Mecanismos antioxidantes de las estatinas

Los inhibidores de la HMG-CoA reductasa o es-
tatinas se desarrollaron inicialmente como farma-
cos para reducir las concentraciones de colesterol
total y de colesterol unido a LDL (cLDL). Sin em-
bargo, numerosas evidencias indican que las estati-
nas mejoran la funcién endotelial, disminuyen el
proceso inflamatorio, aumentan la estabilidad de
la placa de ateroma y reducen el riesgo trombéti-
co®’. Todas estas acciones de las estatinas tienen
lugar a través de mecanismos no dependientes ex-
clusivamente de una reduccién de los valores plas-
maticos de colesterol, o acciones pleiotropicas, si
bien este descenso parece desempefiar un impor-
tante papel en estos efectos.

Actualmente hay diversas evidencias que indican
que las estatinas tienen la capacidad de reducir el
estrés oxidativo y, por tanto, pueden ser considera-
das, en cierta medida, como antioxidantes (fig. 5).
En experimentos con células endoteliales humanas
se ha observado que el tratamiento con estatinas
puede inhibir la expresion de la NAD(P)H oxidasa
inducida por las LDL oxidadas y la formacién de
aniones super6xido®. Asimismo, en experimentos
in vivo® e in vitro con CMLVs de rata® y células de-
rivadas de monocitos TPH-1*' se observa que las
estatinas inhiben la formacién de aniones supero-
xido por la NAD(P)H oxidasa inducida por la an-
giotensina II.

Aunque no se conoce el mecanismo intrinseco,
se ha propuesto que las estatinas podrian reducir
las ubicinonas, que estdn implicadas en el trans-
porte mitocondrial de electrones y, por tanto, en la
produccién de ERO a través de esta via. En estu-
dios in vitro se ha sugerido que el efecto antioxi-
dante de las estatinas podria estar mediado por la
inhibicion de la via del acido mevalénico®, ya que
cuando se afiade mevalonato, farnesil-farnesiol y
geranil-geraniol a la preparacién de células en cul-
tivo, se previene la reducciéon de los valores de
ARNm de p22phox (subunidad de la NAD(P)H oxi-
dasa) producida por diferentes estatinas*. Esto su-
giere que los derivados isoprenilados del mevalona-
to estarfan participando en la accién antioxidante
de las estatinas. Asimismo, otros autores han pro-
puesto que el efecto antioxidante de las estatinas
parece estar mediado por la capacidad que tienen
para bloquear la translocacién de proteinas Rho-
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Figura 3. Factores que estimulan la expresién de las principa-
les enzimas productoras de ERO. TNF-o: factor de necrosis tu-
moral o;; TGF-B: factor de crecimiento transformante B; IL: in-
terleucinas; PAF: factor activador de plaquetas.

GTPasas (Rac-1) del citosol a la membrana, donde
forman parte del complejo enzimético. La translo-
cacion de estas proteinas a la membrana depende
de un proceso de isoprenilacién y diversos estudios
han mostrado que esta translocacién es inhibida
por estatinas, mediante la inhibicién de la isopreni-
lacién*, Maack et al* demostraron un incremen-
to en el estrés oxidativo en pacientes con insufi-
ciencia cardfaca, como demuestra el aumento de la
peroxidacién lipidica, de la translocaciéon de las
proteinas Rac-1 del citosol a la membrana y de la
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Figura 4. Activacion del factor de transcripcion nuclear kappa
B (NF-xB) por diversos estimulos y expresion de genes impli-
cados en el desarrollo y las complicaciones de la aterosclero-
sis.
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expresion de la subunidad p47phox de la NAD(P)H
oxidasa vascular. En estos estudios, tanto la ator-
vastatina como la pravastatina disminuyeron la ac-
tividad de la proteina Rac1-GTPasa en un 68 y un
66%, respectivamente, y redujeron de manera sig-
nificativa la actividad de la NAD(P)H oxidasa esti-
mulada por angiotensina II. También se han de-
mostrado efectos directos de las estatinas sobre
otras subunidades de la NAD(P)H oxidasa, como la
nox1, la p22phox y la gp91phox*3938,

Ademas del efecto sobre la inhibicién de la for-
maci6n de agentes oxidantes, las estatinas podrian
aumentar la actividad de las enzimas antioxidan-
tes. Jeon et al*” observaron un aumento del 31%
en la actividad de la catalasa en conejos hiperco-
lesterolémicos tratados con lovastatina. Asimis-
mo, la atorvastatina aument6 tanto la expresién
como la actividad de esta enzima en CMLV de
aorta de rata*, asi como en aorta de ratas trata-
das con esta estatina. En un modelo experimental
de hipertrofia cardiaca, el tratamiento con sim-
vastatina aument? la actividad de la catalasa y de
la glutatiéon peroxidasa® sin modificar la activi-
dad de la SOD. Aunque no hay demasiados estu-
dios, varias estatinas han demostrado la capaci-
dad para aumentar los valores celulares y
tisulares de enzimas antioxidantes, como la cata-
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lasa y la glutation peroxidasa, ambas asociadas al
consumo de H,0,.

Los valores constitutivos de la éxido nitrico sin-
tasa endotelial (NOSe) estan disminuidos en los
pacientes con diversos factores de riesgo cardiovas-
cular, lo que contribuye a la disfuncién endotelial,
estadio inicial en el desarrollo aterosclerético®-!.
Estudios realizados en pacientes y en modelos ani-
males tratados con estatinas han mostrado un au-
mento significativo en la expresién de la NOSe, de-
bido a que ejercen un efecto importante en la
modulacién de la NOS. En este sentido, el trata-
miento con estatinas en un modelo experimental
aument6 la expresi6n y la actividad de la NOSe
vascular, sin modificaciones en los valores de
cLDL*. Otros estudios han demostrado que la pre-
sencia de atorvastatina y otras estatinas en el me-
dio de cultivo de células del endotelio vascular re-
vertian el efecto de las LDL oxidadas sobre la
expresion del ARNm de la NOSe>*, lo que contri-
buirfa a mejorar la funcién endotelial por un au-
mento de la disponibilidad de NO.

Recientemente, se ha demostrado que la dismi-
nucién de las ERO por accién de las estatinas po-
dria estar mediada también por una activacién de
los receptores alfa de los activadores del prolifera-
dor de los peroxisomas (PPAR-0,)*. En este estu-
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dio, los valores de ARNm y de proteina de los
PPAR-0 en las células endoteliales y en los hepato-
citos aumentaron tras el tratamiento con diversas
estatinas en concentraciones fisioldgicas. El au-
mento de la actividad transcripcional de los PPAR-
o podria ser debido a la activacion de la expresién
de varios genes asociados al aclaramiento de los
triglicéridos y a la B-oxidacién de los acidos grasos
en el higado.

En resumen, las estatinas han demostrado un
efecto importante sobre el estrés oxidativo, al au-
mentar la defensa antioxidante y reducir la produc-
cién de ERO a través de diversos mecanismos. Este
efecto antioxidante de las estatinas podria explicar,
al menos en parte, los efectos beneficiosos de estos
farmacos sobre el desarrollo y las complicaciones
de la enfermedad aterotrombética.
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